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Abb.! ! ! Abbildung!
APS! ! ! Ammoniumpersulfat!
Bp! ! ! Basenpaare!
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cAMP!! ! ! Zyklisches!Adenosinmonophosphat!!
CASY! ! ! „Cell!Counter!and!Analyzer“!System!!
cm! ! ! Zentimeter!
cm2! ! ! Quadratzentimeter!
CO2!! ! ! Kohlenstoffdioxid!!
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H2O! ! ! Wasser!
H2O2!! ! ! Wasserstoffperoxid!
HEPES! ! ! 4P(2PHydroxyethyl)P1PPiperazineethanesulfonamidessig!
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IgG! ! ! Immunglobulin!G!
IHC!! ! ! Immunhistochemie!
KCl! ! ! Kaliumchlorid!
kDa!! ! ! Kilodalton!
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M! ! ! Molar!
MA! ! ! „Mixed!Atrophy“PSyndrom!
mg! ! ! Milligramm!
min! ! ! Minute(n)!
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nm! ! ! Nanometer!
ONPRC! ! Oregon!National!Primate!Research!Centre!
PBS! ! ! Phosphatgepufferte!Salzlösung!
!VIII! !
PCR!! ! ! PolymerasePKettenreaktion!
RTPPCR! ! Reverse!Transkriptase!PCR!
RNA! ! ! Ribonukleinsäure!
rpm!! ! ! Umdrehungen!pro!Minute!
RT!! ! ! Raumtemperatur!
s! ! ! Sekunde(n)!
s.! ! ! siehe!
SCO! ! ! „Sertoli!Cell!Only“PSyndrom!
SDS!! ! ! Natriumdodecylsulfat!
SDSPPAGE! ! Natriumdodecylsulfat!PolyacrylamidPGelelektrophorese!
Tab.! ! ! Tabelle!
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Der! Hoden! ist! das! zentrale! Organ! der!männlichen! Fortpflanzung.! Seine! Hautpaufgabe! beP
steht!in!der!Produktion!von!Steroiden!und!Spermien.!Der!menschliche!Hoden!ist!paarig!anP
gelegt,!ungefähr!2!x!4!cm!groß!und!wiegt!jeweils!etwa!20!g!(1).!Bindegewebige!Septen!unterP
teilen! den! Hoden! in! ca.! 350! Läppchen! (Lobuli).! Die! Lobuli! enthalten! zahlreiche! kleine! KaP
nälchen,!Tubuli!seminiferi!contorti,!mit!einem!Durchmesser!von!ca.!150P250!µm.!In!den!TuP

















Zwischen! den! Tubuli! seminiferi! befindet! sich! das! Interstitium!mit! lockerem! Bindegewebe,!














Die!männliche! Fertilität! ist! abhängig! von! einem! äußerst! sensiblen,! hormonellen! GleichgeP
wicht.!Dabei! spielt!das!männliche!Sexualhormon!Testosteron!eine!Schlüsselrolle.! TestosteP
ron! ist! für!die!Ausreifung!der!männlichen!Geschlechtsorgane!und! für!die!Funktion!des!HoP
dens!unabdingbar.!Mit!Beginn!der!Pubertät! induziert!Testosteron!die!Spermatogenese!und!





95!%! des! Testosterons! (ca.! 3P10!mg/dl)! werden! in! den! LeydigPZwischenzellen! des! Hodens!
produziert.! Die! restlichen! 5!%! stammen! aus! der! Nebennierenrinde! (1).! Die! Sekretion! von!









die! Testosteronproduktion.! FSH! bindet! ausschließlich! an! SertoliPZellen! und! stimuliert! dort!

























übrigen! „A! pale“PSpermatogonien! stehen! als! Ausgangszellen! für! die! Spermatogenese!weiP
terhin!zur!Verfügung.!Aus!den!Spermatogonien!vom!Typ!B!entstehen!präleptotäne!SpermaP
tozyten!die!unmittelbar!vor!dem!Beginn!der!meiotischen!Reifeteilungen!stehen!und!mit!der!
DNSPSynthese! beginnen.! Sobald! die! Spermatozyten! tetraploid! sind! (DNAPGehalt! von! 4!n)!
durchlaufen!sie!die!verschiedenen!Phasen!der!meiotischen!Reifeteilung.!!
Bei! der! ersten!meiotischen!Zellteilung! finden!homologe!Rekombinationen! statt.! Es! entsteP









Unter! Spermiogenese!versteht!man!die!Ausdifferenzierung!der! zunächst! runden!SpermatiP
den! zu! Spermatozoen! (4,5,14).!Dabei!wird!der! Zellkern! kondensiert! und!es!bilden! sich!die!
verschiedenen!Anteile!aus:!Der!Kopf!(caput)!mit!dem!Akrosom!und!der!Schwanz!(cauda).!!










Die! Tubuli! seminiferi! des! humanen! Hodens! sind! von! einem! mehrschichtigen! Ringsystem!
glattmuskelähnlicher!peritubulärer!Zellen!umgeben!(9).!Das!Ringsystem!besteht!aus!spindelP
förmigen,!sehr!flachen!Zellen,!die!von!extrazellulärer!Matrix!(ECM)!umgeben!sind!(9,15,16).!!










sichtlich! ihres!Phänotyps:! Entsprechend!einer! immunhistochemischen!Analyse!exprimieren!
die!inneren!Schichten!Desmin!(Intermediärfilament!der!Glattmuskelzellen),!wohingegen!die!


















nische!durch!die! sezernierten!Produkte!beeinflusst! (8,9,16,28).! Spinnler!et! al.! konnten!beP

























rest“PSyndrom;! GA),! ein! Reifungsarrest! der! in! jeglicher! Entwicklungsstufe! während! der!
Spermatogenese!auftreten!kann!(12,29,30).!!
!7! Einleitung!
Bei! den!nichtPobstruktiven!Azoospermien! kann!man!meist! strukturelle!Veränderungen!der!
Wände! der! Tubuli! seminiferi! beobachten.! Üblicherweise! sind! die! Tubuluswände! fibrosiert!
und!die!extrazelluläre!Matrix!ist!quantitativ!und!substanziell!verändert!(6).!Zudem!weist!inP
fertiles! Hodengewebe! auch! entzündliche! Veränderungen! auf.! Es! kommt! zur! Anreicherung!
von! interstitiellen! Immunzellen!wie! beispielsweise! den!Mastzellen! (31).!Mastzellen! bilden!
Tryptase,! Cyclooxygenase!2! (COX!2)! und! Prostaglandine.! Die! Prostaglandine! scheinen!wieP






nen! in! derselben! Biopsie! Hodenkanälchen! mit! normaler! Spermatogenese! (Pfeile,! Abb.!3)!























































In! Mausexperimenten! konnte! gezeigt! werden,! dass! AromataseP„Knockout“PMäuse! infertil!
sind!und!das!Vorhandensein!von!Östradiol! im!Hoden!unabdingbar!für!eine!funktionierende!
Spermatogenese! ist! (44,45).!Während! bei! fetalen! und! unreifen! Tieren!Östradiol! vor! allem!
von!SertoliPZellen!gebildet!wird,!überwiegt!im!ausgereiften!Hoden!die!Produktion!von!ÖstraP
diol! durch! die! LeydigPZellen! (44).! Beim! erwachsenen! Mann! konnte! Aromatase! in! LeydigP
Zellen,!SertoliPZellen,!in!unreifen!Keimzellen!sowie!in!ejakulierten!Spermatozoen!nachgewieP
sen!werden!(40,42,46).!!!
Bei! der!Wirkung! von!Östradiol! auf! die! Hodenzellen! unterscheidet!man! zwei! verschiedene!
Signalwege:!Einen!langsamen!genomischen!Signalweg,!der!vorwiegend!über!die!klassischen!





























nen,! männlichen! Reproduktionstrakt! nahezu! ubiquitär! vorkommt,! wird! beschrieben,! dass!









G! ProteinPgekoppelte! Rezeptoren! (GPCRs)! sind! definiert! als! Rezeptoren,! die! über! GuanoP
sintriphosphatPbindende! Proteine! wirken.! Im! menschlichen! Körper! stellen! sie! die! größte!
Gruppe! signalübertragender! Moleküle! dar! (54).! Üblicherweise! sind! G! ProteinPgekoppelte!






G!ProteinPgekoppelte!Rezeptoren! sind!heptahelical! in!der!Zellmembran!verankert!und!haben! spezielle!extraP!
und!intrazelluläre!Ligandenbindungsstellen.!
!
Die!Aktivierung! von!GPCRs! führt! üblicherweise! zum!Ablauf! schneller! Signalwege! innerhalb!
von!Sekunden!oder!Minuten.!Nach!Agonistenbindung!kommt!es! in!der!Zelle!zu!komplexen!






sengern“!wie! cAMP,! die!Mobilisierung! von! Calcium,! die! Aktivierung! von! Kinasen! oder! die!































die! diesen!Umstand! anzweifeln.! Levin! et! al.! vertreten! beispielweise! die! Auffassung,! GPER!
! !
!13! Einleitung!






























menschlichen! SertoliP! und! LeydigPZellen! zeigen! (66,69);! andere! fanden! die! Expression! von!
!14! Einleitung!
GPER! vorrangig! in! interstitiellen! Zellen! (70).!Wieder! andere!Wissenschaftler! vertreten! die!
Ansicht,!dass!GPER!zusätzlich!von!humanen!Keimzellen!exprimiert!wird!(66).!
Diese!studienabhängigen!Unterschiede!in!der!Bestimmung!des!Expressionsortes,!sind!mitunP















Obwohl!neben!Östradiol! auch!andere! Liganden!an!GPER!binden!können,!hat!Östradiol! geP














Ziel! der! vorliegenden! Studie! war! es,! das! Vorkommen! und! die! Funktion! des! G! ProteinP




























Die! Gewebeproben! vom! Affen! wurden! uns! von! Prof.! Urbanski! aus! dem! Oregon! National!







Alter! Gewicht! Gewicht!Testis! Testosteron!(Blut!)!
6 d - - - 
7 d - - - 
120 d - - - 
281 d 1,5 kg 0,18 g 0,27 ng/ml 
1 y 306 d 3 kg - 0,34 ng/ml 
3 y 68 d 4,9 kg 1,45 g 0,44 ng/ml !!!
!17! Verwendete!Materialien!
4 y 248 d 5,8 kg 12 g 3,18 ng/ml 
5 y - - - 
5 y 343 d 6,6 kg 9,8 g 0,95 ng/ml 
6 y 274 d 6,4 kg 12,1 g 1,37 ng/ml 
!
Das!Hodengewebe!wurde!wie!vorbeschrieben!(73)!post!mortem!gewonnen!und!entstammt!
unterschiedlichen! Altersklassen! vom! neugeborenen! bis! zum! erwachsenen! Rhesusaffen!
(Macaca!mulatta).!Dabei!wurden!die!Altersklassen!wie!folgt!eingeteilt:!0P1!Jahr!neugeboren!
bzw.!infantil!(n!=!4),!1P2!Jahre!juvenil!(n!=!1),!3P4!Jahre!peripubertär!(n!=!2)!und!ab!5!Jahre!



















gende! Alkoholreihe! (Xylol! und! Isopropanol! 100!%,! 90!%,! 80!%! und! 70!%)! geführt! wurden.!
Anschließend!wurden!sie!zweimal!für!je!10!min!in!ein!PBSPBad!(pH!7,4!±!0,1)!überführt,!beP
vor!sie!zur!Demaskierung!der!Antigene!in!10!mM!Citratpuffer!für!weitere!20!min!in!der!MiP




körperbindungen! zu! reduzieren,! wurden! die! Schnitte! mit! 5!%! Normalserum! (Ziege)! für!






bei! Raumtemperatur! aufbewahrt.! Nach! einem!weiteren!Waschschritt! (dreimal! 5!min! PBS)!
erfolgte! die! Inkubation!mit! ABCPReagenz! für! 1P2! h.! Anschließend!wurde! nochmal!mit! PBS!
und! einmalig! für! 10!min!mit! TrisPPuffer/HCl! (50!mM)! gewaschen.!Danach! erfolgte! die! FärP
bung!der!Schnitte!mit!Diaminobenzidin!(DAB)!bis!zur!gewünschten!Farbintensität.!Die!ReakP
tion!wurde!mit!Hilfe!von!zweifach!destilliertem!Wasser!abgestoppt.!Um!die!Zellkerne!anzuP







Für! die! Kontrollen! wurde! entweder! der! Erstantikörper! weggelassen! oder! korrelierendes!












Die! so! behandelten! Zellen! wurden! zweimal! mit! ca.! 500!µl! PBS! gewaschen! und! dann! mit!
250!µl! Paraformaldehyd! (PFA;! 4!%)! für! 30!min! bei! Raumtemperatur! fixiert.! Anschließend!
erfolgt! ein! erneuter!Waschschritt! (dreimal! 5!min)!mit!warmen!PBS!und!einmal! 10!min!mit!
zweifach! destilliertem!Wasser.! Dann! wurden! die! Plättchen! herausgelöst! und! nach! kurzer!
Trocknungsphase! (5P10!min! bei! Raumtemperatur)! im! Dunkeln!mit! DAPIPhaltigem!Medium!
auf!einem!Objektträger!fixiert.!Kerne!und!Mitosestadien!von!über!100!Zellen!pro!GlasplättP










TRY! (1:500,!monoklonal,!Maus,! s.! Tab.!5)! in! LKPBS! zugegeben!wurde.!Die!Schnitte!wurden!






sen! Absorptionsfilter! bei! 485!nm! (FITC)! bzw.! 548!nm! (Cy!3)! und! Emissionfilter! bei! 514!nm!







fügung! (75).! Diese! Zellen! wurden! in! Kulturgefäße! (Petrischalen! mit! 21!cm2! Grundfläche,!
25!cm2PFlaschen!oder!75!cm2PFlaschen)!ausgesät,!mit! serumhaltigem!DMEM! (+!1!%!PenicilP
lin/Streptomycin)! bedeckt! und! im! Brutschrank! bei! 37°!C! und! 5!%! CO2PZufuhr! aufbewahrt.!
Alle! zwei!bis!vier!Tage!wurde!das!Medium!gewechselt.!Sobald!die!Zellen!konfluent!waren,!
wurden! sie! „gesplittet“.! Dafür!wurde! zunächst! das!Medium! abgesaugt! und! die! Zellen!mit!
PBS!gewaschen.!Danach!wurden!die!Zellen!durch!Zugabe!einer!Trypsin/EDTAPLösung!abgeP
löst.!Die!durch!Trypsin!ausgelöste!Reaktion!wurde!durch!Zugabe!der!doppelten!Menge!von!
















Zur! Extraktion! von!Protein! aus! den!HTPCs!wurden!die! kultivierten!und! stimulierten! Zellen!
zunächst!einmalig!mit!PBS!gewaschen!und!dann!bei!P80°!C!weggefroren.!Mit!Hilfe!eines!ZellP
schabers!wurden!die!gefrorenen!Zellen!in!gekühltem!NPEPPuffer!abgelöst!und!in!ein!EppenP
dorfgefäß! überführt.! Anschließend! wurden! die! Zellen! für! drei! Minuten! bei! 4°!C! und!
10.000!rpm!abzentrifugiert!und!der!Überstand!entfernt.!Das!Zellpellet!wurde! in!1,5!ml!PBS!
resuspendiert! und! erneut! unter! denselben! Rahmenbedingungen! abzentrifugiert.! Je! nach!
Größe!des!Zellpellets!wurden!50P100!µl!Proteaseinhibitor! (Inhibitorcocktail,!s.!Tab.!8)!zugeP
geben!und!die!Zellen!im!Anschluß!durch!Ultraschallzertrümmerung!aufgeschlossen.!!
Zur! Bestimmung!der! Proteinkonzentration!wurde!der!DC!Protein!Assay! (s.!Tab.!8)! verwenP
det.! Basierend! auf! der!BradfordPMethode!wurde! zunächst! die!Absorption! einer! standardiP




















30!min! bei! Raumtemperatur! gelagert,! bis! eine! vollständige! Polymerisation! stattgefunden!
hat.!Anschließend!wurde!das! Isopropanol!abgegossen!und!durch!die!SammelgelPGrundlage!
(s.!Tab.!2)!ersetzt.!Unmittelbar!danach!wurde!ein!Kamm!als!Platzhalter!für!die!späteren!TaP








(Laemmlipuffer,! s.! Tab.!10)! aufgefüllt.! Bevor! die! Proben! in! die! Taschen! eingefüllt! werden!
konnten,!wurden!die!Kämme!unter!Pufferniveau!herausgezogen.!Pro!Gel!wurde!mindestens!







auf! eine! Nitrocellulosemembran! transferiert.! Dazu! erfolgte! zunächst! die! Äquilibration! des!
Gels!und!der!Nitrocellulosemembran!im!Blotpuffer!(Transferpuffer)!für!10P15!min!bei!RaumP
temperatur.! Anschließend! wurden! Gel! und! Membran! zusammen! mit! Filterpapier! und!
Schwamm! in! die! Gelhaltekassette! eingesetzt.! Nach! Einsetzen! der! Gelhaltekassette! in! die!








tur! auf! den! Schüttler! gestellt.!Dieser! Schritt! diente!der!Absättigung!eventueller,! unspezifiP
scher!Bindungsstellen.!Gleichzeitig!wurde!Ponceau!S!wieder!abgewaschen.!Nach!Entfernen!
der! Milchpulversuspension! wurde! der! Primärantikörper! (s.! Tab.!5)! in! TBSPTween! (+! 2,5!%!
Milchpulver)!aufgetragen!und!über!Nacht!bei!4°!C!auf!niedrigster!Schüttlerstufe!inkubiert.!!
Am! darauffolgenden! Tag! wurde! nach! Waschen! mit! TBSPTween! der! Zweitantikörper!
(s.!Tab.!6)!mit!TBSPTween!(2,5!%)!verdünnt!und!auf!die!Membran!aufgetragen.!!
Die!Membran!wurde!für!mindestens!1!h!bei!Raumtemperatur!auf!niedrigster!Schüttlerstufe!










vitale! Zellen! elektrisch! isolieren! kann! CASY! zwischen! toten! und! lebendigen! Zellen! unterP
scheiden.! Zudem! kann! CASY! die! Größe! der! Zellen! bestimmen:! Je! größer! die! Zellen,! desto!










zahl! der! lebenden! Zellen,! die! Zellviabilität! in! Prozent! und! die! durchschnittliche! Zellgröße.!














Nach! 30!min! Inkubationszeit! im! Brutschrank! wurden! die! Zellen!mit! serumfreiem!Medium!
gewaschen! und! anschließend! auf! den! Trägertisch! des! konfokalen! Mikroskops! (Leica,!
s.!Tab.!3)!befestigt.!Dann!wurde!eine!zur!Messung!geeignete!Stelle!mit!mehreren!gut!diffeP
renzierbaren! Zellen! ausgewählt! und! ein! Mikropumpensystem! angeschlossen.! Im! Dunkeln!


















den! (Ibidi,! s.!Tab.!4)! ausgesät.!Nach! 24!h!waren! die! Zellen! adhärent! und! das! serumhaltige!




























Insbesondere! die!Gewebeproben! von!Mensch! und!Rhesusaffe! (s.! Abb.! 9!APD)! sind! sich! im!
zellulären! Schichtaufbau! ihrer! tubulären!Wände!und!damit! auch! in!der! immunhistochemiP





durchweg! positiv! für! GPER! und! dienen! somit! als! intrinsische! Positivkontrolle! (Pfeilspitzen,!

















Abb.! 9:! Immunhistochemische! Färbung! von! Hodenschnitten! des!Menschen! (A,! B),! des! Rhesusaffen! (C,! D),!!
der!Maus!(E,!F)!und!der!Ratte!(G,!H)!mit!αQGPER.!!
Alle!Abbildungen! zeigen!eine!überwiegend!peritubuläre!Expression!von!GPER! (Sternchen,!A,!C,! E,!G).! Zudem!
sind!einige! interstitielle! Zellen!GPERPpositiv! (Pfeile,!A! ,! C,!G,! E).!Die!Gefäßwände!der!Arteriolen! enstprechen!




























gewebe,! s.!Abb.!10!A,!B).!Die! zytoplasmatische!Anfärbung!der!peritubulären!Zellen! (SternP








Zur! Abklärung,! ob! es! sich! bei! den! interstitiellen,! GPERPpositiven! Zellen! um! Zellen! der! ImP
munabwehr! (Mastzellen)! handelt,!wurde! an! humanem!Hodengewebe! eine! ImmunfluoresP
zenzPDoppelfärbung! mit! GPER! (rot;! s.!Abb.!11!A)! und! Mastzelltryptase! (TRY,! grün;!
s.!Abb.!11!B)!durchgeführt!(n!=!4).!Mastzelltryptase!ist!ein!spezifischer!Mastzellinhaltsstoff.!!
Die! Abbildung! 11!A! zeigt! einen! Hodenschnitt! mit! fluoreszenzmarkiertem! Zweitantikörper.!
Wie! zuvor! in! der! immunhistochemischen! Anfärbung! mit! nichtPfluoreszenzmarkiertem!
Zweitantikörper! gegen! αPGPER! (s.! Abb.!9!A,! C,! E,! G)! stellten! sich! die! peritubulären! Zellen!
(Sternchen,!s.!Abb.!11!A)!sowie!einige!der!interstitiellen!Zellen!(Pfeile,!s.!Abb.!11!A)!deutlich!
GPERPpositiv!dar.!Anders!als! in!den! immunhistochemischen!Vorversuchen!waren!zusätzlich!


























auch! Zellkulturen! von! humanen! peritubulären! Hodenzellen! zur! Verfügung.! RTPPCRP











verschiedenen! Proben! (gezeigt!werden! drei! Proben)! auf! der! für! GPERPtypischen!Höhe! bei!










Zur!Untersuchung! der!GPERPExpression! bei! der! postnatalen!Hodenreifung!wurde!AffengeP
webe!verwendet.!Wie! in!den!Abbildungen!9!A!und!9!C!zu!sehen,!entspricht!die!Expression!
von!GPER! im!Hoden! von! adulten! Rhesusaffen! phänotypisch! der! des!Menschen.!Wie! beim!
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ten! Affen.! Abbildung! C! zeigt! einen! infantilen! Affen!mit! fehlender! peritubulärer! Expression! von! GPER! und! D!
einen!juvenilen!Affen!mit!beginnender!peritubulärer!Expression!(Sternchen,!D)!sowie!zunehmender!Anfärbung!
interstitieller!Zellen!(Pfeile,!C!und!D).!Abbildung!E!zeigt!GPERPpositive,!interstitielle!Zellcluster!(Pfeile,!E)!und!die!






















Bei! juvenilen!Affen! (n!=!1)! zeigten!sich!einzelne!peritubuläre! (Sternchen,! s.!Abb.!14!D)!und!
viele! interstitielle!Zellen!(Pfeile,!s.!Abb.!14!D)!GPERPpositiv.!An!Gewebeproben!peripubertäP
rer!Affen!(3P4!Jahre!alt;!n!=!2)!zeigten!sich!Cluster!GPERPpositiver,!interstitieller!Zellen!(Pfeile,!










lität! steht.! Zu!diesem!Zweck!wurden!Hodenbiospien!von!Patienten!mit! „Sertoli!Cell!Only“P





Patienten!mit!GA! (B)!noch!einige!GPERPpositive!HTPCs!vorhanden!sind! (Sternchen,!B).!Als! intrinische!PositivP





























Um! die! Funktionalität! von! GPER! zu! untersuchen! wurden! kultivierte! HTPCs! verwendet.! Es!






























Diesen! Calciumanstieg! kann!man!mit! Hilfe! des! fluoreszierenden! Farbstoffs! FluoP4! sichtbar!





























DMSO G1 (10 nM)
G1 (100 nM)
G1 (1 µM)


































































































ausschnitt! nach! 24!h! (unter! den! üblichen! Kulturbedingungen).! Die! Zellen! wurden! zunehP
mend!rund!und!lösten!sich!teilweise!vom!Boden!der!Kulturschale!(vgl.!Abb.!21!A!und!21!!B).!
Möglicherweise!fand!sogar!Zelltod!statt.!!
Dieser! antiproliferative! Effekt! ließ! sich! durch! 30Pminütige! Vorstimulation! mit! dem! GPERP
spezifischen!Antagonisten!G!15!komplett!unterdrücken!(vgl.!Abb.!21!C!und!D).!Die!mit!G!15!









kanälchen! SpeziesPunabhängig! (Maus,! Ratte,! Affe,!Mensch)! beim!Adulten! exprimiert!wird.!





GPERPExpression! aufweisen! (51,55,57,63).! Dies! ist! konsistent!mit! den! Beobachtungen! der!

















Möglicherweise! handelt! es! sich! bei! dem!Großteil! der!GPERPpositiven,! interstitiellen! Zellen!











wie! auch! Keimzellen! in! allen! getesteten! Spezies! (Maus,! Affe,!Mensch)! weitgehend! GPERP
negativ.! Für! die! Experimente!dieser!Arbeit!wurde!ein!RezeptorPAntikörper! verwendet,! der!
den!extrazellulären!NPTerminus!des!humanen!G!ProteinPgekoppelten!Rezeptors!erkennt.!Mit!
diesem! RezeptorPAntikörper! wurden! zwei! unterschiedliche! methodische! Ansätze! der! ImP
mundetektion!verfolgt.! In!der!ABC/DABPMethode!blieb!das!Keimepithel!stets!ungefärbt,! leP
diglich! in! der! FluoreszenzPDoppelfärbung! humaner! Hodenschnitte! zeigte! sich! das!
Keimepithel!schwach!positiv!für!GPER!(s.!Abb.!11!B).!Alle!weiteren!Ergebnisse!der!ABC/DABP
Methode! und! der! Immunfluoreszenzuntersuchungen! stimmten! überein.! Die! verwendeten!
Methoden!unterscheiden!sich!vor!allem!durch!unterschiedliche!Zweitantikörper.!Die!KeimP













ßerhalb! oder! innerhalb! der! Zellmembran! beziehungsweise! der!MembranPumschließenden!
!42! Diskussion!
Organelle! spielt! eine! Rolle.! Dabei! können! Fixation! und!Aufbereitung! des!Gewebes! das! ErP
gebnis! von! immunhistochemischen! Untersuchungen! beeinflussen.! Um! dieses! Problem! zu!
umgehen,!müssten! Studien!mit! standardisiertPfixiertem!Hodengewebe,!mehreren! AntikörP
pern!und!verschiedenen!Färbemethoden!durchgeführt!werden.!!














kalvene! (HUVECs),! dass! GPER! im! Zellkern! lokalisiert! ist! (63).! Im! selben! Jahr! erschien! eine!
weitere! Studie! von! Chevalier! et! al.! zur! Lokalisation! von! GPER! an! einer! humanen! SemiP
nomzelllinie,! die! eine! zytopasmatische! wie! auch! eine! membranständige! Expression! von!
GPER! fand! (66).! Aufgrund! der! diversen! Studienergebnisse!wäre! es! also! denkbar,! dass! die!!
zelluläre!Lokalisation!von!GPER!grundsätzlich!variabel!ist.!!

























an,! dass!GPER! als!MembranPgebundener!Rezeptor! schnelle,! nichtPgenomische!ÖstrogenefP
fekte!vermittelt!(54,56,57).!!
Revankar! et! al.! belegten! 2005! die! Mobilisierung! von! Ca2+! durch! Stimulation! mit! 17!βP




















durch! die! Zugabe! von! G!15,! einem! spezifischen! Antagonisten! am! GPER! vollständig! unterP











buluswände! bei! Infertilität! verdicken! (6,15,18),! könnte! darauf! hindeuten,! dass! HTPCs! verP
mehrt! proliferieren.! Dies! könnte! in! Zusammenhang! mit! einer! Reduktion! der! GPERP
vermittelten!antiproliferativen!Wirkung!stehen.!!





Ähnlichkeit! zwischen! Glattmuskelzellen! von! Gefäßwänden! und! peritubulären! glattmusP




Östrogenrezeptoren! spielen! im!Hoden!eine!wesentliche!Rolle! für!die! Entwicklung!bzw.! für!
die! Aufrechterhaltung! der! männlichen! Fertilität! (85).! In! der! vorliegenden! Untersuchung!
konnte!gezeigt!werden,!dass!die!peritubuläre!GPERPExpression!bei!infertilen!Männern!deutP





gezeigt!werden,! dass!GPER! beim!Rhesusaffen! erst! ab! der! Pubertät! von! den! peritubulären!
Zellen! exprimiert! wird.! Zuvor! findet! keine! GPERPExpression! im! Bereich! der! Tubuluswände!
statt.!!
Die! Expression! in! Glattmuskelzellen! der! Gefäße! (51,63)! blieb! auch! bei! reduzierter! GPERP
Expression! durch! die! peritubulären! Zellen! unverändert.! Technische! Probleme! konnten! so!
ausgeschlossen!werden.!!
Der! Beginn! der!GPERPExpression! in! peritubulären! Zellen!mit! Eintritt! in! die! Pubertät! (beim!
Affen)!und!der!Verlust!der!Expression!bei!Infertilität!(des!erwachsenen!Mannes)!lässt!vermuP
ten,!dass!GPER!an!der!Ausbildung!und!dem!Erhalt!der!männlichen!Fertilität!maßgeblich!beP
teiligt! ist.! HTPCs! bilden! eine! Vielzahl! von! Faktoren! (z.!B.! GDNF)! und! beeinflussen! so! die!








herangezogen! werden.! Ebenfalls! denkbar! wären! speziesspezifisch! unterschiedliche! Folgen!
des!GPERP„Knockouts“.!In!Studien!zum!Expressionsverhalten!von!ESR!1!wurden!bereits!speP
ziesabhängige! Unterschiede! gefunden! (10,46).! Solche! Unterschiede! wären! auch! für! GPER!





tifiziert:! Die! zwei! klassischen,! kernständigen!Östrogenrezeptoren! ESR!1! und! ESR!2! und! der!




sion! von!GPER!an! verschiedenen!NagerP! und!Primatenspezies! durchgeführt.! Sie! zeigt! erstP





konnte! weiterhin! gezeigt! werden,! dass! die! Stimulation! von! GPER! mit! dem! RezeptorP





fertilität!sowohl! ihren!Phänotyp!als!auch! ihre!Funktion.! In!der!vorliegenden!Arbeit!wurden!
Hodenproben! vom! Rhesusaffen! in! verschiedenen! Entwicklungsstufen! hinsichtlich! der! ExP
pression! von!GPER! untersucht.! GPER! konnte! in! den! testikulären,! peritubulären! Zellen! der!
Rhesusaffen!erst!ab!der!Pubertät!nachgewiesen!werden.!Bei!unreifen,!präpubertären!Affen!
waren! lediglich! interstitielle! Zellen! und! Zellen! der! Gefäßwände!GPERPpositiv,! nicht! jedoch!
die!peritubulären!Zellen.!Interessanterweise!wiesen!die!HTPCs!von!infertilen!Männern!ebenP
falls!eine!deutliche!Reduktion!der!peritubulären!GPERPExpression!auf.!Anhand!der!GewebeP
proben! von! Patienten! mit! gemischter! Atrophie,! KeimzellarrestP! und! „Sertoli! Cell! Only“P
Syndrom! konnte! dies! untersucht! werden:! Die! Wände! von! Hodenkanälchen! mit! gestörter!




Es! ist! also!denkbar,!dass!ÖstrogenPvermittelte!antiproliferative!Effekte!auf!die! testikulären!
peritubulären!Zellen!durch!GPER!vermittelt!werden,!und!dass!diese!Effekte!mit!der!Fertilität!
des!Mannes!zusammenhängen.!Weitere!mögliche!Funktionen!des!GPER!in!humanen!testikuP







Gerät! ! ! ! ! ! Hersteller! ! Ort!
Absaugpumpe! ! ! ! ! Chromaphor! ! Duisburg,!Deuschland!
Agarosegelelektrophoresekammer!! ! Biorad! ! ! München,!Deutschland!
Anwaage!XS!205! ! ! ! ! Mettler!Toledo! ! Giessen,!Deutschland!
BioPhotometer! ! ! ! ! Eppendorf! ! Hamburg,!Deutschland!
Brutschränke!BBD!6220! ! ! ! Haraeus!! ! Osterode,!Deutschland!
Bunsenbrenner!Fireboy!plus! ! ! Integra!Bioscienes! Wallisellen,!Schweiz!
CASY! ! ! ! ! ! Schärfe!System! ! Reutlingen,!Deutschland!
Chemi!Smart!5000! ! ! ! Peqlab! ! ! Erlangen,!Deutschland!
CountPDown!Timer! ! ! ! Roth! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!
Duomax!Schüttler!1030! ! ! ! Heidolph!Instruments! Schwabach,!Deutschland!
Einkanalpipetten!! ! ! ! Gilson! ! ! Middleton,!WI,!USA!
Feinwaage! ! ! ! ! Sartorius! ! Göttingen,!Deutschland!
Fluoreszenzlampe!HBO!100!W! ! ! Zeiss! ! ! München,!Deutschland!
Fluoreszenzmikroskop!Axioplan! ! ! Zeiss! ! ! München,!Deutschland!
Fluostar!Optima! ! ! ! ! BGM!Labtech! ! Offenburg,!Deutschland! !
Gefriertruhe!P80°C! ! ! ! Sanyo! ! ! Bad!Nenndorf,!Deutschland!
HandyStep! ! ! ! ! Brand! ! ! Wertheim,!Deutschland!
Heating!System! ! ! ! ! Ibidi! ! ! Martinsried,!Deutschland!
IKAPMagnetrührer!RCT! ! ! ! IKAPWerk! ! Staufen,!Deutschland!
IKAPSchüttler!MTS4! ! ! ! IKAPWerk! ! Staufen,!Deutschland!
Kamera!ProgRes!CT3!(Axiovert!135)! ! Jenoptik!! ! Jena,!Deutschland!
Konfokales!Mikroskop!mit!Laser!und!Scanner! Leica! ! ! Wetzlar,!Deutschland!
Kamera!Fluoreszenzmikroskop! ! ! Visitron!Systems! ! Puchheim,!Deutschland!
KühlP!und!Gefrierschränke!P20°!C,!4°!C! ! Liebherr!! ! Kirchdorf,!Deutschland!
Kühlzentrifuge!Biofuge!Fresco! ! ! Haraeus!! ! Osterode,!Deutschland!
Mehrkanalpipette! ! ! ! Rainin! ! ! Giessen,!Deutschland!
Microplate!Reader! ! ! ! Dynex! ! ! Chantilly,!USA!
Mikroskop!Axiovert!135! ! ! ! Zeiss! ! ! München,!Deutschland!
Mikrotom!Leica!SM2000R!! ! ! Leica! ! ! Wetzlar,!Deutschland!
Mikrowelle!M690! ! ! ! Miele! ! ! Gütersloh,!Deutschland!
Mikrowellentopf!! ! ! ! Nordic!Ware! ! Mineapolis,!USA!
Mikrozentrifuge! ! ! ! ! Sarstedt!! ! Nümbrecht,!Deutschland!
Mini!TransPBlot®!Cell! ! ! ! Biorad! ! ! München,!Deutschland!
Mr!Frosty! ! ! ! ! Thermo!Scientific! Waltham,!MA,!USA!
Mikroskop!Diaphot! ! ! ! Nikon! ! ! Düsseldorf,!Germany!
pH!Meter!320! ! ! ! ! Mettler!Toledo! ! Giessen,!Deutschland!
Power!Pac!300! ! ! ! ! Biorad! ! ! München,!Deutschland!
Pumpe! ! ! ! ! ! Chromaphor! ! Oberhausen,!Deutschland!
SDSPPAGE!Protean!3! ! ! ! Biorad! ! ! München,!Deutschland!
Sterilbank! ! ! ! ! Holten!LaminAir! ! Allerød,!Dänemark!
Stripettor!! ! ! ! ! Thermo!Scientific! Waltham,!MA,!USA!
The!Brick! ! ! ! ! Life!Imaging!Services! Basel,!Schweiz!
Thermocycler!PTC!200! ! ! ! Biorad! ! ! München,!Deutschland!
Tischzentrifuge! ! ! ! ! Neolab! ! ! Heidelberg,!Deutschland!
Ultraschallprozessor!50!H!! ! ! Dr.!Hielscher! ! Teltow,!Deutschland!
VortexPGenie!2! ! ! ! ! Neolab! ! ! Heidelberg,!Deutschland!




Verbrauchsmaterial! ! ! Hersteller! ! ! Ort!
24PWellPPlatte! ! ! ! Thermo!Scientific! ! Waltham,!USA!
96PWellPPlatte! ! ! ! Thermo!Scientific!! ! Waltham,!USA!
CryoPure!Gefäß! ! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!
Deckgläser! ! ! ! Menzel! ! ! ! Braunschweig,!Deutschland!
Eppendorfgefäße! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!
FalconP!Röhrchen! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!
35!mm!Schälchen! ! ! Ibidi! ! ! ! Martinsried,!Deutschland!
Kulturschalen!60mm! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!
Kulturflaschen! ! ! ! Thermo!Scientific! ! Waltham,!USA!
Latexhandschuhe!! ! ! KimberlyPClark! ! ! Dallas,!USA!
Multistep!Pipettenspitzen!! ! Brand! ! ! ! Wertheim,!Deutschland!
Nitrilhandschuhe!! ! ! Ansell! ! ! ! Brüssel,!Belgien!
Nitrocellulosemembran! ! ! MachereyPNagel! ! ! Düren,!Deutschland!
Objetträger! ! ! ! Thermo!Scientific! ! Waltham,!USA!
PAPPPen!! ! ! ! Kisker! ! ! ! Steinfurt,!Deutschland!
Parafilm!! ! ! ! American!National!Can! ! Chicago,!USA!
Pasteurpipetten! ! ! ! NeoLab! ! ! ! Heidelberg,!Deutschland!
Petrischalen! ! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!
Pipettenspitzen! ! ! ! Biozym!Scientific!! ! Hess.!Oldendorf,!Deutschland!
Pipettenspitzen! ! ! ! Rainin! ! ! ! Giessen,!Deutschland!
Reservoirs! ! ! ! VWR! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!
Röhrchen!50!ml! ! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!
Sterilfilter! ! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!
Urinbecher! ! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!
Zellschaber! ! ! ! SPL!Life!Science! ! ! Gyeongg,!Korea!!!!
 Antikörper!7.3.
Tab.!5:!Auflistung!der!verwendeten!Antikörper.!
Antikörper! Verdünnung! ! Spezies! ! ! Hersteller! ! Ort!
βPAktin! ! 1:5000!(WB)! ! Maus,!monolonal! SigmaPAldrich! ! St.!Louis,!!
USA!
GPER! ! 1:500!(IHC)! ! Kaninchen,!polyklonal! Sigma!Prestige! ! St.!Louis,
! 1:2000!(WB)! ! ! ! ! ! ! ! USA!
GAPDH! ! 1:5000!(WB)! ! Maus,!monoklonal! Cell!Biolabs!Inc.! ! San!Diego,!
USA!
Mastzelltryptase!1:500!(IHC)! ! Maus,!monoklonal! DAKO! ! ! Glostrup,!





Antikörper! Verdünnung! ! Spezies! ! Hersteller! Ort!
αPKaninchen! 1:500!(IHC)! ! Ziege,!Biotin! Dianova!! Hamburg,!Deutschland!
αPKaninchen! 1:30000!(WB)! ! Ziege,!POX! Dianova!! Hamburg,!Deutschland!
αPMaus! ! 1:500!(IHC)! ! Ziege,!Biotin! Dianova!! Hamburg,!Deutschland!
αPMaus! ! 1:5000!(WB)! ! Ziege,!POX! Dianova!! Hamburg,!Deutschland!!!!
 Stimulantien!7.6.
Tab.!7:!Auflistung!der!verwendeten!Stimulantien!und!ihrer!Lösungsmittel.!
Stimulanz! ! Verdünnung! ! Hersteller! ! Ort!
DMSO!(1,1!g/mL)!! 0,01!‰! ! ! Sigma!Aldrich! ! St.!Louis,!USA!
Ötradiol!! ! 1!nM!P!1!µM! ! Sigma!Aldrich! ! St.!Louis,!USA!
Ethanol! ! ! 1!nM!P!1!µM! ! Sigma!Aldrich! ! St.!Louis,!USA!
G!1! ! ! 10!nM!P!3!µM! ! Tocris!bioscience!! Bristol,!UK!
G!15! ! ! 1!µM! ! ! Tocris!bioscience!! Bristol,!UK!
Histamin! ! 1!µM! ! ! SigmaPAldrich! ! St.!Loius,!USA!!!!!
 Kits!7.7.
Tab.!8:!Auflistung!der!verwendeten!Kits.!
Kit! ! ! ! ! ! Hersteller! ! Ort!
CellTiterPGlo! ! ! ! ! Promega! ! Mannheim,!Deutschland!
DABP!Tablet!Set! ! ! ! ! Sigma! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!
DC!Protein!Assay!Reagenz!A,!B,!S! ! ! Biorad! ! ! München,!Deutschland!
Inhibitorcocktail! ! ! ! ! Thermo!Scientific! Waltham.!USA!
Page!Ruler! ! ! ! ! Biorad! ! ! München,!Deutschland!
Prolong!Antifade!Kit! ! ! ! Invitrogen! ! Karsruhe,!Deutschland!
SuperSignal®!West!Femto!! ! ! Thermo!Scientific! Waltham.!USA!
SuperSignal®!West!Pico!!! ! ! ! Thermo!Scientific! Waltham,!!USA!
Vectashield!Mounting!Medium!with!DAPI! ! Vector!Laboratories! Burlingame,!USA!!





Reagenz! ! ! ! Hersteller! ! ! Ort!
βPMercaptoethanol! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!
Acrylamid!2K!–!Lösung!(30!%)!! ! Applichem! ! ! Darmstadt,!Deutschland!
Ammoniumpersulfat!(APS)!! ! Biorad! ! ! ! München,!Deutschland!
Borsäure! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!
Bromphenolblau!! ! ! Serva! ! ! ! Heidelberg,!Deutschland!
BSA! ! ! ! ! PAA! ! ! ! Cölbe,!Deutschland!
CasyClean! ! ! ! Innovatis! ! ! Reutlingen,!Deutschland!
CasyTon!! ! ! ! Innovatis! ! ! Reutlingen,!Deutschland!
DMSO!(1,1!g/mL)!! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!
DMEM!high!Glucose! ! ! PAA! ! ! ! Cölbe,!Deutschland!
Entellan!! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!
Ethanol!100!%!p.a.!! ! ! Roth! ! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!
Essigsäure! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!
FCS! ! ! ! ! PAA! ! ! ! Cölbe,!Deutschland!
Formaldehyd! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!
Glycerin!! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!
Glycin! ! ! ! ! Applichem! ! ! Darmstadt,!Deutschland!
H2O2,!30!%! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!
Isopropanol! ! ! ! Klinikum!Rechts!der!Isar! ! München,!Deutschland!
K2HPO4! ! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!
KH2PO4! ! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!
Methanol!! ! ! ! Roth! ! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!
N,N,N´,N´PTetramethylendiamin! ! Biorad! ! ! ! München,!Deutschland!
(Temed!100!%)!
NaPIIIPCitrat! ! ! ! Roth! ! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!
Na2HPO4! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!
NaCl! ! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!
Na2HPO4!x!H2O! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!
Normalserum!goat! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!
Paraformaldehyd!(PFA)! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!
PBS!dulbecco!(9,55!g/l)! ! ! Biochrom! ! ! Berlin,!Deutschland!
pH!Kalibrierlösung!pH!4,!7,!10! ! Roth! ! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!
Pipes!disodium!salt! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!
Ponceau!S! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!
Saccharose! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!
Salzsäure! ! ! ! Roth! ! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!
SDS! ! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!
Tris!Base! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!
Triton!X100! ! ! ! Biorad! ! ! ! München,!Deutschland!
TrypsinPEDTA! ! ! ! PAA! ! ! ! Cölbe,!Deutschland!
Tween!20!! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!
Xylol!mind.!99!%! ! ! ! Roth! ! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!







Puffer! ! ! ! ! ! Einzelkomponenten!
Bouinsche!Lösung! ! ! ! 15!ml!gesättigte,!wässrige!Pikrinsäure! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! !! !! ! ! !! 5!ml!Formalinlösung!(35!%)! ! !
! ! ! ! ! ! 1!ml!Eisessig!(kurz!vor!Gebrauch!zusetzen)!
NPEPPuffer!für!Proteinlysate! ! ! 4,4!g!NaCl!(150!mM)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! 1,5!g!Pipes!(10!mM)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! 0,15!g!EDTA!(1!mM)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! Auffüllen!auf!500!ml!mit!H2O!bidest,!pH!7.2!! !
PBS!Puffer!(10!mM)! ! ! ! 319,5!mg!Na2HPO4!(4,5!mM)!! ! !
! ! ! ! ! ! 171,2!mg!KH2PO4!(1,5!mM)!! ! !
! ! ! ! ! ! 93,3!mg!KCl!(2,5!mM)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! 4,4!g!NaCl!(150!mM)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! Auffüllen!auf!500!ml!mit!H2O!bidest,!pH!7.5!
  
1!x!Probenpuffer!für!Proteinlysate! ! ! 1,89!g!Tris!(62,5!mM)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! 5!g!SDS!(2!%)!! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! 25!g!Saccharose!(10!%)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! Auffüllen!auf!250!ml!mit!H2O!bidest,!pH!6,8!! !
APS!Für!SDSPPAGE!(10!%)! ! ! ! 1!g!APS!lösen!in!10!ml!H2O!bidest!
Laemmlipuffer!(10!x)!für!SDSPPAGE!3! ! 0,28!g!Tris!(250!mM)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! 144,12!g!Glycin!(1,92!M)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! 10!g!SDS!(1!%)!! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! auffüllen!auf!1!l!mit!H2O!bidest!
Bromphenolblau!! ! ! ! 0,75!g!Tris!(62,5!mM)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! 10!g!SDS!(2!%)!! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! 10!g!Saccharose!(10!%)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! auffüllen!auf!100!ml!mit!H2O!bidest,!pH!6,8!
Sammelgelpuffer!(4!x)!für!SDSPPAGE! ! 15,2!g!Tris!(0,5!M)! ! ! !
! ! ! !! ! ! 0,75!g!EDTA! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! auffüllen!auf!250!ml!mit!H2O!bidest,!pH!6,8!!
! ! ! ! ! ! 1!g!SDS!(10!%)!zugeben!
SDS!für!SDSPPAGE!(10!%)! ! ! ! 1!g!SDS!! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! in!10!ml!H2O!bidest!lösen!
Trenngelpuffer!(4x)!für!SDSPPAGE! ! ! 45,4!g!Tris!(1,5!M)! ! ! !
! ! ! !! ! ! 0,75!g!EDTA! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! auffüllen!auf!250!ml!mit!H2O!bidest,!pH!8,8!!
! ! ! ! ! ! 1!g!SDS!(10!%)!zugeben!
10!x!Transferpuffer!für!Westernblot! ! 144,1!g!Glycin!(1,92!M)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! 121,1!g!Tris!Base!(250!mM)!! ! !
! ! ! ! ! ! 100!ml!Methanol!(10!%)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! 1!ml!SDS!(0,01!%)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! auffüllen!auf!1!l!mit!H2O!bidest!
!
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10!x!Ponceau!S! ! ! ! ! 1!g!Ponceau!S!! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! lösen!in!500!ml!3!%!ige!Trichloressigsäure!
20!x!TBSPTween! ! ! ! ! 116,8!g!NaCl!(2!M)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! 12,1!g!Tris!Base!! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! 10!ml!Tween!20!(1!%)! ! ! !
! ! ! ! ! ! !auffüllen!auf!1!l!mit!H2O!bidest,!pH!7,5!
TBEPPuffer!(5!x)!für!! ! ! ! 54!g!Tris!! ! ! ! ! !!!!!!!!!!
AgarosePGelelektrophorese! ! ! 27,5!g!Borsäure!! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! 20!ml!EDTA!(0,5!M)!! ! ! !
! ! ! ! ! ! auffüllen!auf!1!l!mit!H2O!bidest,!pH!8!
Stammlösung+A+für+IHC+(0,1!M)! ! ! 21,01!g!Zitronensäure! ! ! !
! ! ! ! ! ! in!1!l!H2O!bidest!lösen!
Stammlösung+B+für+IHC+(0,1!M)! ! ! 29,41!g!NaPIIIPcitrat! ! ! !
! ! ! ! ! ! in!1!l!H2O!bidest!lösen!
KPBS%für%Immunzytochemie!(0,12!M)! ! 1,47!g!KH2PO4!! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! 8,59!g!K2HPO4!! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! 27!g!NaCl!! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! auffüllen!auf!0,5!l!mit!H2O!bidest,!pH!7,4!
LKPBS&für&Immunzytochemie! ! ! 48,85!ml!KPBS!! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! 1!ml!Serum!! ! ! ! !




Medium! ! ! ! ! ! Einzelkomponenten!
Erstmedium$für$Kultivierung$von$HTPCs! ! ! 210!ml!DMEM!high!Glucose!! !
! ! ! ! ! ! ! 1,19!g!HEPES!(20!mM)!! ! !
! ! ! ! ! ! ! 0,125!g!NaHCO3!(0,5!g/l)!! ! !
! ! ! ! ! ! ! 37,5!ml!FBS!(15!%)! ! !
! ! ! ! ! ! ! 2,5!ml!Penicillin/!Streptomycin!(1!%)!
DMEM!high!Glucose!Kulturmedium!für!HTPCs! ! 500!ml!DMEM!high!Glucose!! !
! ! ! ! ! ! ! 10!%!FCS! ! ! !
! ! ! ! ! ! ! 2,5!ml!Penicillin/!Streptomycin!(1!%)!
Einfriermedium!für!HTPCs!! ! ! ! 500!ml!DMEM!high!Glucose!! !




Programm! ! ! ! ! Hersteller! ! ! Ort!
Illustrator! ! ! ! ! Adobe!Systems,!Inc.!! ! San!Jose,!USA!
ImageJ!1.42!q! ! ! ! ! National!Institutes!of!Health! USA!
iMovie! ! ! ! ! ! Apple! ! ! ! Cupertino,!USA!
MicroPManager!1.3!! ! ! ! Vale’s!Lab!UCFS! ! ! San!Francisco,!USA!
Leica!Confocal!Software!v!2.6.1! ! ! Leica!! ! ! ! Wetzlar,!Deutschland!
Photoshop!CS!3! ! ! ! ! Adobe!Systems,!Inc.! ! San!Jose,!USA!
Spot!imaging!software! ! ! ! SPOT!Imaging!Solutions! ! Burroughs,!USA! !
Prism!Graphpad!4.0! ! ! ! GraphPad!Software,!Inc.! ! La!Jolla,!USA! !
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